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_Introdução
Haemophilus influenzae pode causar infeções graves, como pneu-
monia, septicemia e meningite, tanto em crianças como em adultos 
(1, 2). Até à data foram identificados seis tipos capsulares de Hae-
mophilus influenzae, classificados de a-f. No entanto, a maior parte 
das estirpes de Haemophilus influenzae isoladas são não-capsula-
das (HiNC) (1). Haemophilus influenzae serotipo b (Hib) foi a princi-
pal causa de elevada morbilidade e mortalidade, particularmente em 
crianças com menos de 5 anos de idade (1). A introdução da vaci-
na conjugada para o Hib na maior parte dos países do mundo levou 
à diminuição acentuada da incidência da doença neste grupo etá-
rio (1). Este facto resultou, contudo, num aumento da incidência da 
infeção com estirpes não-b, especialmente estirpes HiNC, em todos 
os grupos etários (1, 2). Em Portugal, a vacinação para o Hib, introdu-
zida no Programa Nacional de Vacinação (PNV) em Junho de 2000, 
foi indicada para todas as crianças em idade pré-escolar (≤5 anos de 
idade), sendo composta por 4 doses, administradas aos 2, 4, 6 e 18 
meses de idade (3).
Os antibióticos β-lactâmicos têm sido utilizados no tratamen-
to das infeções por Haemophilus influenzae, mas a resistência 
a esta classe de antibióticos emergiu e disseminou-se por todo 
o mundo (4). Têm sido descritos dois mecanismos de resistên-
cias aos β-lactâmicos: um que envolve a hidrólise enzimática dos 
β-lactâmicos pelos enzimas TEM-1 ou ROB-1, e outro que envol-
ve a diminuição de afinidade para a proteína de ligação à penicili -
na (PBP3), devido a mutações no gene f tsI, que a codifica (4). Do 
ponto de vista fenotípico, Haemophilus influenzae pode ser de-
signado de acordo com o seu mecanismo de resistência, con-
siderando os “breakpoints” do EUCAST (5), classificando as es-
tirpes como estirpes sensíveis à ampicilina e não produtoras de 
β-lactamase (BLNAS), estirpes resistentes à ampicilina e não pro-
dutoras de β-lactamase (BLNAR) e estirpes resistentes à ampici-
lina e produtoras de β-lactamase (BLPAR) (6, 7).
_Objetivo
Este estudo tem como objetivo a caraterização molecular e a de-
terminação da suscetibilidade aos antibióticos de estirpes de Ha-
emophilus influenzae isoladas de doentes diagnosticados com 
infeção invasiva, entre 2002 e 2010, após a introdução da vacina 
conjugada para o Hib. 
Os resultados deste trabalho serão, ainda, discutidos com os ob-
tidos num estudo anterior, relativo a casos com infeção invasiva 
diagnosticados na era pré-vacinal (1989-2001) (8) .
_Materiais e métodos
Fonte de dados: O Laboratório Nacional de Referência de Infeções 
Respiratórias a Agentes Bacterianos (URIR-agentes bacterianos) é 
o laboratório de referência para o Haemophilus influenzae, respon-
sável pela vigilância das infeções invasivas por este agente etiológi-
co. Iniciado em 1989, o sistema de vigilância inclui como fonte de 
dados, 28 laboratórios hospitalares distribuídos por todas as regi-
ões do país. Entre 1 de janeiro de 2002 e 31 de dezembro de 2010, 
estes laboratórios isolaram e identificaram estirpes invasivas de Ha-
emophilus influenzae e, de forma voluntária, enviaram ao laboratório 
de referência no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 
(INSA) para posterior caraterização. 
Caraterização do serotipo capsular: O DNA foi extraído pelo 
método de fervura. A caraterização do serotipo capsular foi reali-
zada utilizando os primers e as condições descritas por Falla TJ 
e colaboradores (9).
Determinação da susceptibilidade aos antibióticos:A resistência 
à ampicil ina por produção de β-lactamase foi pesquisada pelo 
método colorimétrico, util izando nitrocefin como substrato. A 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM, mg/L) foi 
realizada pelo método de microdiluição em placa (Siemens He-
althcare Diagnostics Inc., USA) para 13 antibióticos (ampicilina, 
amoxicil ina/ácido clavulânico, cefaclor, cefuroxima, cef tr iaxone,
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cefepime, meropenem, cloranfenicol, tetracicl ina, rifampicina, 
trimetoprim/sulfametoxasol, ciprofloxacina e azitromicina). Os 
valores de "breakpoints" considerados foram os recentemente 
preconizados pelo EUCAST (5). O antibiótico cefaclor não foi ana-
lisado por, ainda, não existirem “breakpoints” estabelecidos pelo 
EUCAST. Como controlos foram utilizadas as estirpes de refe-
rência: ATCC49247 (BLNAR), ATCC10211 (BLNAS) e NCTC11315 
(BLPAR). 
Determinação genética da resistência à ampicilina: A deteção 
do gene bla TEM-1 , que codifica a enzima β-lactamase, foi reali-
zada para todas as estirpes BLPAR, utilizando os primers e as 
condições descritas por Mendonça e colaboradores (10). Altera-
ções nas PBP3 foram investigadas nos isolados não produtores 
de β-lactamase, com CIM à ampicilina≥1mg/L, sequenciando a 
região do gene f tsI, como previamente descrito (11). As sequên-
cias foram comparadas com as de Haemophilus influenzae RD 
KW20 (nº de acesso NC_000907). 
Análise estatística: Para a descrição das caraterísticas demográfi-
cas recorreu-se ao cálculo de frequências absolutas e relativas. Na 
análise univariada, a intensidade da associação entre variáveis foi es-
tudada aplicando o teste do chi-quadrado. Para todos os testes es-
tatísticos utilizados foi considerado um nível de significância de 5%.
_Resultados
Entre 1 de janeiro de 2002 e 31 de dezembro de 2010 foram rece-
bidas pelo Laboratório de Referência do INSA 144 estirpes isola-
das de doentes com infeção invasiva por Haemophilus influenzae, 
que foram enviadas pelos 28 laboratórios hospitalares envolvidos 
no sistema de vigilância.
Os produtos biológicos das estirpes isoladas foram: sangue (n=109; 
75,7%), líquido cefalorraquidiano (LCR) (n=29; 20,1%) e líquido pleu-
ral (n=6; 4,2%). Em relação aos 144 doentes, de quem as estirpes 
de Haemophilus influenzae foram isoladas, verificou-se que 59% 
(85/144) eram do género masculino. Em relação à distribuição 
etária, 44 (30,6%) doentes pertenciam ao grupo etário ≤5 anos de 
idade, 15 (10,4%) eram crianças entre os 6 e os 18 anos e 85 (59%) 
eram adultos com idade superior a 18 anos.
Serotipos capsulares: Do total dos 144 isolados, 111 (77,1%) foram 
caracterizados como Haemophilus influenzae não capsulados e 
22,9% como Haemophilus influenzae capsulados, sendo 13,2% do 
serotipo b, 6,9% do serotipo f, 2,1% do serotipo a e 0,7% do sero-
tipo d. A distribuição dos serotipos por ano de isolamento está re-
presentada no Gráfico 1. 
Em 11 crianças, com idade inferior a 18 anos, foi diagnosticada 
infeção invasiva a Hib. Sete destas crianças pertenciam ao grupo 
etário ≤ 5 anos. O estado vacinal foi conhecido em seis crianças, 
cinco das quais estavam a cumprir o PNV.
Suscetibilidade aos antibióticos e produção de β-lactamase: A 
determinação da suscetibilidade aos antibióticos foi realizada em 
isolados pertencentes a 142 doentes (Tabela 1). A resistência à am-
picilina foi encontrada em 20 isolados (14,1%) (15 BLPAR, 5 BLNAR). 
Observou-se resistência à amoxicilina/ácido clavulânico, cefepime 
e cefotaxima em 1,4%, 4,2% e 3,5% dos isolados respetivamente. 
A não suscetibilidade (I+R) à cefuroxima (i.v.) e tetraciclina foi dete-
tada em 16,9% e 2,1% dos isolados respetivamente. Para o trime-
toprim-sulfametoxasol, 20,4% dos isolados eram não suscetíveis. 
Todos os isolados foram suscetíveis ao meropenem, à ciprofloxaci-
na, ao cloranfenicol e à rifampicina e intermédios à azitromicina. Até 
ao momento não existem breakpoints definidos pelo EUCAST (5) 
para o cefaclor.
Determinantes genéticos da resistência aos β-lactâmicos: Obser-
vou-se que todas as 15 estirpes BLPAR isoladas, entre 2002 e 
2010, apresentavam o mesmo gene bla TEM-1 .
O gene f tsI foi analisado em cinco isolados BLNAR e em sete iso-
lados adicionais, sensíveis à ampicilina, com CIM de 1 mg/L, uma 
vez que mutações observadas neste gene têm sido associadas a 
CIMs desta ordem de grandeza (6, 12). Onze isolados apresenta-
ram mutações no domínio da transpeptidase, sendo classificados 
como gBLNAR (Quadro 1). As substituições aminoacídicas mais 
frequentes foram Asn526Lys (10/11; 90,9%) e Asp350Asn (9/11; 
81,9%) (6, 13). Um isolado com CIM à ampicilina=2mg/L não apre-
sentou mutações no gene f tsI.
_Discussão
Em Portugal é escassa a informação sobre a infeção invasiva a Hae-
mophilus influenzae. Tendências temporais foram descritas apenas 
para o período entre 1989 e 2001 (8). Nesse estudo foram apresen-
tadas as alterações ao nível da cápsula e da suscetibilidade aos an-
tibióticos entre as estirpes invasivas obtidas em três períodos, que 
compreenderam a era pré-vacinal (1989-1993), o período em que a 
vacina esteve disponível mas não fazia parte do PNV (1994-1999) e 
os primeiros 18 meses que se seguiram à introdução da vacina no 
PNV (2000-2001) (8). 
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No estudo atual, observou-se que durante o período 2002-2010, 
as estirpes de Hib foram responsáveis por 13,2% (19/144) do total 
das infeções invasivas identificadas, um valor significativamente 
mais baixo do que o observado na era pré-vacina (81%, p<0,001) e 
comparável ao do valor obtido para os primeiros 18 meses que se 
seguiram à introdução da vacina no PNV (16%, p=0,71) (8). Obser-
vou-se, ainda neste estudo, que o HiNC foi responsável pela maior 
parte dos casos de infeção invasiva (77,1%; 111/144), um aumen-
to significativo quando comparado com a era pré-vacinal (19,0%, 
p<0,001), e comparável aos primeiros 18 meses que se seguiram 
após a inclusão da vacina no PNV (80,0%, p=0,75) (8). 
Ampicil ina
Amoxicil ina/ácido clavulânico
Cefepime
Cefotaxima
Cefuroxima (i.v.)
Meropenem
Ciprofloxacina
Azitromicina
Tetraciclina
Cloranfenicol
Rifampicina
Trimetoprim-sulfametoxazole
S I R
85,9
98,6
95,8
96,5
83,1
100
100
0
97,9
100
100
79,6
0
0
0
0
8,45
0
0
100
0
0
0
0,7
14,1
1,4
4,2
3,5
8,45
0
0
0
2,1
0
0
19,7
Antibiótico
Padrão de suscetibilidade (%)
Tabela 1:      Suscetibilidade aos antibióticos dos 142 doentes 
com infeção invasiva a Haemophilus influenzae, 
2002-2010.
Gráfico 1:      Distribuição dos serotipos de 144 doentes com 
infeção invasiva a Haemophilus influenzae por ano 
de isolamento, 2002-2010.
Quadro 1:      Substituições de aminoácidos identificadas no domínio da transpeptidase do gene ftsI dos isolados gBLNAR. 
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Noutros países, onde esta vacina foi introduzida, também tem sido 
descrito um decréscimo significativo da infeção a Hib, em crian-
ças, com um aumento concomitante das infeções invasivas a HiNC 
(14–17). 
Os resultados obtidos no trabalho que agora se apresenta sugerem 
a emergência de serotipos não-b, uma vez que no período pré-va-
cinal é conhecido um único caso de doença invasiva por serotipo 
não b (uma estirpe do serotipo f, isolada em 2001) (8). Neste estudo 
foram caraterizadas estirpes dos serotipos f (n=10), a (n=3) e d (n=1). 
Estirpes de serotipo f têm sido igualmente responsáveis por infe-
ção invasiva noutros países europeus (18–20). Em 2009,  isolou-se e 
caraterizou-se em Portugal uma estirpe de serotipo d, responsável 
por uma meningite numa criança de 5 meses, tendo sido o primei-
ro caso declarado na Europa (21). Este serotipo, descrito como um 
serotipo que não provoca infeção, é raro e está normalmente asso-
ciado a adolescentes e adultos (22).
No decorrer do estudo foram diagnosticadas 5 crianças, entre os 
6 meses e os 2 anos de idade, com infeção invasiva a Hib. Estas 
crianças estavam a cumprir o PNV, tendo uma delas completado 
o ciclo de vacinação e às outras terem já sido administradas en-
tre duas e três doses da vacina para o Hib. Este facto, alerta para a 
possibilidade de falências vacinais, de acordo com a definição (23), 
que merecem atenção das entidades competentes, bem como es-
tudos complementares sobre o estado imunitário das crianças em 
causa (23).
A resistência aos antibióticos é uma questão preocupante, es-
pecialmente com o aumento da deteção, em todo o mundo, de 
estirpes BLNAR (24-27). A deteção deste fenótipo é clinicamen-
te relevante, uma vez que estas estirpes têm uma resposta dimi-
nuta aos antibióticos β-lactâmicos e, simultaneamente, não são 
alvo do ácido clavulânico. Em Portugal, este fenótipo de resistên-
cia tem sido descrito desde 1992 estando normalmente associa-
do com infeções respiratórias (28,  29). 
Neste estudo foram identificadas 11 estirpes gBLNAR (CIM à ampi-
cilina de 1-2 mg/L), todas com mutações associadas à resistência à 
ampicilina, no gene ftsI (6,13). Apesar de as estirpes com uma CIM 
à ampicilina de 1 mg/L serem consideradas sensíveis pelo EUCAST 
(5, 30, 31), os resultados obtidos estão de acordo com os de outros 
estudos que têm detetado mutações no gene ftsI destas estirpes, re-
sultando em substituições de aminoácidos nas PBP3, que são res-
ponsáveis pela diminuição de suscetibilidade à ampicilina (6,12,13, 32) 
. 
A produção de β-lactamase foi observada em 10,4% (15/144) dos 
isolados obtidos dos doentes com infeção invasiva a Haemophilus 
influenzae, um valor mais baixo do que o observado no estudo an-
terior (26,9%, p=0,05) (8). 
Apesar de a frequência das estirpes BLPAR ser muito diferente nos 
dois estudos em comparação, este facto não contribuiu para as di-
ferenças nas resistências obtidas: no estudo prévio, a produção de 
β-lactamase foi observada em 31,9% e 19,6% das estirpes b e HiNC, 
respetivamente; no presente estudo observou-se 5,3% e 12,6%, res-
petivamente para Hib e HiNC. Apesar da frequência elevada de estir-
pes produtoras de β-lactamase, descrita no Japão (31), na Europa e 
nos Estados Unidos, tem-se assistido a uma diminuição da frequên-
cia de estirpes com esse mecanismo de resistência (24,34).
Relativamente a outros antibióticos, é de assinalar o decréscimo da 
resistência à tetraciclina (16,0% vs 2,1%) e ao cloranfenicol (10,1% vs 
0%). Estes resultados podem ser atribuídos à diminuição do seroti-
po b, uma vez que estas estirpes estavam associadas a este fenó-
tipo de resistência.
_Conclusão
Apesar das limitações deste estudo, relacionadas com a represen-
tatividade dos sistemas de vigilância de base laboratorial, preten-
deu-se, no entanto, caraterizar a infeção invasiva a Haemophilus 
influenzae em doentes, cujas estirpes foram enviadas ao INSA. De 
qualquer modo, foram recebidos isolados de 28 hospitais de todo 
o país, pelo que os resultados obtidos, entre 2002 e 2010, podem 
fortemente refletir o perfil epidemiológico da infeção invasiva a Ha-
emophilus influenzae em Portugal. 
Os resultados deste estudo mostram que a implementação da vaci-
na para o Hib no PNV resultou numa redução efetiva do número de 
casos de Hib que causam doença invasiva. Igualmente, constatou-
se uma diminuição acentuada no padrão de resistência aos antibi-
óticos, em particular à ampicilina, e verificou-se que a maior parte 
dos casos de doença invasiva a Haemophilus influenzae, que ocor-
reram em Portugal durante este período, são agora devidos a estir-
pes HiNC susceptíveis.
Em conclusão, este estudo demonstra, só por si, a importância de 
se avaliar os sistemas nacionais de vigilância atualmente existentes 
e de se articular a componente clínica, laboratorial e epidemiológi-
ca desses mesmos sistemas para, assim, melhor se conhecer e mo-
nitorizar a infeção por Haemophilus influenzae e por outros agentes 
infeciosos em Portugal.  
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